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(54) Bezeichnung: KONJUGAT ZUR ANREICHERLTSG IN NEUT^ONALEN ZELLEK 
(57) Abstract 



The invention relates to a conjugate for introducing active substances into neuronal cells, whereby the conjugate comprises the heavy 
chain of a toxin of the genus Clostridium and has at least one active substance, whereby the light chain of the toxin is absent. The invention 
also relates to a method for producing a conjugate of this type, to a kit and to the use of said conjugate. 

(57) Zusammenfassung 

Die vorliegende Erfindung betrifft ein Konjugat zur Einfuhrung von Wirkstoffen in neuronalc Zcllcn, wobei das Konjugat die schweie 
Kette eines Toxins der Gattung Clostridrium und mindestens cinen Wirkstoff umfaBt, wobei die leichtc Kette des Toxins abwesend ist. 
Weitcr betrifft die Erfindung ein Verfahren zur Herstellung eines solchen Konjugats, einen Kit und die Vcrwcndung des Konjugats. 
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Konjugat zur Anreicherung in neuronalen Zellen 

Die vorlieger.ce Srfindung be-rifr:: ez^n 
Anreicherung m neuronalen Zellen, em 
Hers tel lung des Kcnjugats, einen Kir scwie 
dieser Gegenstande. 



K c n j u g a r zur 
Verfahren zur 
die Verwendung 



Zs gibt verschiedenste Krankheiten, die Zellen des zenzralen 
und/cder peripheren Nervensys r ems betreffen. Beispielsweise 
seien Morbus Parkinson, Alzheimer Krankheio, Schlaganf all , 
Kirntumore {z.B. Gliome, Medulloblasiome , A.s trczyrome) oder 
Neurcblastome, genannt. Das Neuroblastcr. macht ezwa 8-10% 
aller Krebserkrankungen bei Kindern aus und stellt den haufig- 
sten extrakraniellen soliden Tumor bei Kindern dar. Das Neuro- 
blastom entsteht aus neuroektodermaien Zellen der Neurallei- 
ste. Diese Zellen v/andern wahrend der EmlDryonalentwicklung aus 
der Neural leiste aus und bilden das sympa-hische Nervensys tern 
und das Nebennieremr.ark . Gesichert: gilt inzwischen, daiS es bei 
etwa 3 0% der hoher-malignen \"eurcblastoinen zu einer Am- 
plifikation von MYC N koirjnt, wobei die Menge der A.mplif ikation 
von MYC N mit der Agressivitat des Tuir.orwachst^ums korreliert 
ist. Insgesamt isc fur alle Neuroblastome f estzustellen, dag 
diese durch ein komplexes Krankheiisbild und einen heterogenen 
Krankheirsverlauf charakterisiert sind. Wahrend es bei einigen 
Patienten zur spontanen Regression des Tumors kommt, schreitet 
die Krankheit bei ungefahr der Halfce der Patienten trotz 
intensiver Therapie fort, Auch bei Hirntumoren ist die Thera- 
pie schwierig. Dies liegt insbesondere daran, daS die meisten 
Medikamente bestimmte Zellschranken, wie die Blut-Hirn-Schran- 
ke, nicht passieren konnen und uberhaupt nicht an den 
gewiinschten 'Mirkort kcmmen. A.uch radiologische Behandlungen 
sind lange nicht so erfolgreich wie 'v\runschenswert . Kier ware 
eine medikamentose Vorbehandlung der Tumoren zur Photosensi- 
bilisierung sicher dem Erfolg der nachtraglichen Strahlenbe- 
handlung zutraglich (photcdynamische Therapie) , Aber auch 
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diese sens en daran, da]^ keir^e Wege berei t s tehen , v;ie die 
Mirze: m die erkrankten Zellen gelange- , Die vcrscehend 
aufgezeigte FrobleT.atik oei Xeuroblas -cxer, und Hirnt^^T.ore-' 
bestehi ger.erei: fur alle Erkranku-ge- des Nervensys " e.-ris , da 
auch bei anderen Erkrankungen als Krebserkrankungen die 
therapeuriscben und diagncs t ische- Wirks toffs nichL effizient 
in Nerver.zel len gelangen. 

Die Aufgabe der vorliegenden Erfmdur.g besrebt nun darin, ein 
MitLel bereitzustelien, mit dem unterschiedlichste Substanzen 
bzv;. Wirkszoffe in neurcnale Zellen eingefuhrt werden konnen . 

Diese Aufgabe v/ird durch die Gegensnande der Patentanspruche 
gelos t . 



Von den Erfindern wurde herausgef unden , daS T^iz einem 
Konjugat, das die schwere Kette ernes Tcxms der Gattung 
Clostridium unterschiedlichste Substanzen bzw. Wirkstoffe mit 
therapeutischer oder diagnostischer Wirkung in neuronale 
Zellen transport iert werden konnen. Die schwere Kette eines 
Toxins der Gattung Clostridium vermittelt den Wirkstoffen die 
gewiinschte Zellpermeabilitat fur neuronale Zellen. Erfindungs- 
gemaE sollen unter der "schweren Kette eines Toxins der Gat- 
tung Clostridium" auch Fragmente oder Modif ikationen (z.3. 
Austausche, Inversionen, Deletionen oder Insert ionen) zu 
verstehen sein, die aber weiterhin Transporteigenschaf ten in 
neuronale Zellen aufweisen. Unter einem "Toxin der Gattung 
Clostridum" sind beispielsweise das Tetanus-Toxin, Botulinus- 
Toxin scwie seine Serotypen (A-G] dieser zu verstehen. Dabei 
ist der priraare Wirkort von Tetanus-Toxin das zentrale Ner- 
vensystem und von Botulinus-Toxin das periphere Nervensys tern . 



Mit Zellpermeabilitat wird hier die Eigenschaft von Substanzen 
bzw. Wirkstoffen bezeichnet, in neuronale Zellen einzudr ingen . 
Diese Eigenschaft findet sich naturgegeben allerdings wie 
bereits oben ausgefuhrt nur bei wenigen Substanzen. Die 
meisten Substanzen benotigen Hilfsmittel bzw. Verfahren, um in 
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Zelien eir.zudringen . Beispiele hierfur sine Kikroinj ektion, 
Eiek^ropcration, Asscziacicn xir kationischen Lipiden, Liccso- 
nenbildung, Rezepccr-verrr.i- tel -e Endocytose und Virus ir.fek- 
zion. Diese Hilfsmittel bzw. Verfahrer. weiser. jedcch groSe 
Nachceile auf . Insbescndere sind sie reuer, erf orders Komolexe 
■ Versuchsanordnur.gen und smd nur begrenz- einserzbar. Ferner 
ist ihre Effizienz gering und sie erweisen sich oft als 
toxisch. Diese Prcbleme kcnnen rdr den er f indungsgen^aSen Kon- 
:ugaten umgangen v;erden. Dies gilt msbescndere deshalb, da 
nur die nicht-coxische schv;ere Kette des Toxins verwendet wird 
una nicht das gesarnte Toxin, wie m WO 95/32733, das aus zv/ei 
Fclypeptidketten (leichts Kette und schwere Kette) aufgebaut 
ist. Das Toxin der Gattung Clos tridi-jjn VAJrde erf indungsgemaj'S 
so rnodifiert, daS die toxische leichte Kette des Molekiils 
elminiert v.nirde bz\v. durch eine Dcxane ersetzt wjizde, die 
eine Affmitat fur die in neuronale Zellen einzubringenden 
Substanzen verleiht. Von den Erfindern wurde herausgefunden, 
daS Konjugate, die nur die schwere Kette eines Clostridium- 
Toxins enthalten, die oben genannte Aufgabe Idsen, da die 
Funktionen der neurospezif ischen Bindung und Aufnahme, sowie 
des Transports und der Freisetzung m das Zytcplasma alle in 
der Sequenz der schweren Kette kodiert sind. Letz teres ist ein 
wichtiger Voretil der schweren Kette gegeniiber dem C-Fragir.ent . 



Der Ausdruck " Vermi ttlung von Zelipermeabilitat an Substanzen" 
weist darauf hin, daJ5 die schwere Kette eines Toxins der 
Gattung Clostridium Zellperxeabili tat an Wirkstoffe jeglicher 
Art und Absta^wang vermi tteln kann. Die Wirkstoffe kdnnen z.B. 
( Poly ) peptide , Proteine, Nukleinsauren oder chemische 
Verbindungen sein. Beispiele von Polypeptiden sind Struktur- 
Polypeptide, Tumornekrosef aktor , Interferons, Interleukine, 
Lymphokine, Wachs turns faktoren , Plasmaproteine , z.B. 
Gerinnungsfaktoren und Stof fwechs el enzyme , und Rezeptoren. 
Insbesondere kdnnen die Polypeptide solche sein, welche die 
Immunogenitat von Zellen steigern kdnnen. Dies kdnnen Poly- 
peptide sein, die Tumorzellen fehlen, z.B. Zytokine, wie IL-2, 
und GM-CSF, und kos t imulator i s che MolekUle, wie 37-1, 
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tumorassoziier-G Ancigene, z.3. I-ZAGEI, Tyrcszna.sen und virale 
Polypeptide, z.3. E7 von hunanem Papi llcxvirus und E3NA-3- 
Polypeczid vcn Ep 3 t e in - 3ar r - Vi rus . Ferner kdnnen die 
Polypeptide Adapter-Pclypep^iae , Cl igoneris lerungsnct ive ernes 
Fcly-peptids ?cl\^epiidf ragr.enze von Virus-Hul Ipolypeptiden , 
hormone und ?.inc3VTr;e sein. Eeispiele vcn Nukleinsauren smd 
seiche, die fur vorstehende Pol^'peptide kodieren. Ferner 
kcnnen es An t i s ens e - 0 1 1 gonuk 1 eo - ide ( ins besondere zur 
Inhibierung vcn >r/C N bei der 3ehandlunc von Meuroblastoma- 
Tuxoren) , Pep tid-Nuklemsauren und Consenus -Sequenzen fur 
Transkrip ticns f aktoren sein. Seispiele von chemischen 
Verbindungen sind Arznein?.i ttel , die keine Polypept id-Struktur 
aufweisen. Seiche kdnnen Cytcstatika, Anasthetika, 
Antihistaminika, Antibiotika , photoaktive Substanzen, radio- 
aktive Substanzen, zur Flucreszenz-f ahige Substanzen cder Sub- 
stanzen fiir die Fluor-Kernspinspektroskopie . Beispiele der 
Chemotherapeutika sind Virustatika, Antiprotozoenmi ttel , Zyto- 
statika und Antibiotika. Vertreter dieser sind z.B. 
Doxorubicin, Dauncrubicin, Tetracycline, Ar.timetaboliten, wie 
Methotrexate und Derivate davon. Beispiele der photoaktiven 
Substanzen sind Porphyrine, v;ie o-, m- und/cder p- 
Tetracarboxyphenylporphyrin (TCPP) , Chlorine und Bakterio- 
chlorine. Fin Beispiel der radioaktiven Substanz ist ein miz 
radioaktivem Jod markiertes Tyrosin. Beispiele der zur 
Fluoreszenz-fahigen Substanzen sind Fluoreszenzf arbstof f e, wie 
Fluorescein, AjTiinof luorescein (AFl), sowie Derivate und 
Analoga davon. Beispiele der Substanzen fur die Fluor- 
Kernspmspektroskopie smd Poly f luorcarbonsauren , wie 
Trif luoressigsaure . 

Vcn vorstehenden Wirkstoffen kdnnen einer oder mehrere im 
erf indungsgemaJSen Konjugat vorliegen. Eei mehreren konnen 
diese gleich oder verschieden voneinander sein. 

In einer bevorzugten Ausf uhrungsf orm wird die schwere Ketten 
eines Toxins der Gattung Clostridiuir. uber einen Linker mit dem 
Wirkstoff verbunden. Die Konjugation mit der schweren Kette 
kann dabei prinzipiell auf zwei Wegen erreicht werden : 
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a] Der zu kcppelnder Wirksncff v;ird xir eineT. aminoreaktiven , 
bispezif ischen Crcsslinker nodifiziert und dabei aktivierc. 
Xachfolgend reagiert diese Ticdi f i z ler " s Molekul uber eine 
a.<iivierte sul f idbrucke , die vex linker starrjr.t, nit der 
freier. SH-Gruppe der schweren Ketce ur.d bildez eir.e kovalsnte 
Disul f idbrucke . Dafur geeignece Crosslinker sind SPDP, LC-SPD? 
Oder SuIfc-LC-SPDP; SMFT cder Sul f c-lC -S>:?T ; SMCC cder Sulfo- 
SMCC; MES Oder Sulfo-MBS, SIA3 cder Sulfo-SIA5, SM?B cder 
Sulfo-SMPB; GM5S oder Sulfo-GXBS, SIAX oder SIAX:<; SIAC cder 
SIACC, NPIA (alle Fa. Pierce, Rcckfcrd, USA) 

b) Die schwere Kette wird durch einen Crosslinker aktivierc, 
der dan- eine Bindung an einen WirksLoff gewahrleis ter . 
Beispielsweise kann die schwere Kette xdt NKS-SS-3iotin 
urr.gesetzt v;erden, dann Bmdung uber Biotin an Avidin oder 
Streptavidin . Weitere dafdr geeignete Linker sind D-Eictin 
Oder Biocytin; NHS-Biotin oder Sulf o-NHS-3iotin, MKS-LC-Biotin 
cder Sul f o-NHS-LC-3iotin; NHS- I.T.inobio tin ; Sul f o-NKS-SS- 
Bictin; Biotm-BMCC; Biotin-KPDP; lodoac e ty 1 -LC-3i o t in ; 
Biotin-Hydrazid oder 3iotin-LC-Hydrazid, Biocyt in-Kydrazid, 5- 
(Biotinanido) -pentylamin (alie Fa. Pierce, Rockford, USA). 
Weitere dem Fachnp.ann bekannte Linker kdnnen ebenfalls 
verv7ednet werden. Der Linker kann am M-Terininus, ain C-Termi- 
nus, an priniaren Ajnincgruppen cder SH-Gruppen vorliegen, wobei 
auch in der Mitte des Koiekuls liegende Aminosaur en 
modifiziert werder. kdnnen. Mit der Einstellung des pH-Wertes 
bei der Reaktion kann die Reaktion so gesteuert werden, daS 
bevorzugt am N-Terminus modifiziert wird. Aber auch Lysin- 
Reste sind reaktiv, besonders bei hohem pH-Wert . Gerade im 
Fall der gewiinschten Bindung eines Proteins, Peptids oder 
Ribozyms als Wirkstoff hat es sich bewahrt , die Kcpplung an 
die schwere Kette des Clostridium-Toxins mittels eines chemi- 
schen Crosslinkers durchzuf uhren . Das Vorgehen ist dabei 
beispielsweise wie f olgt . Von einera Toxin, bevorzugt 
Tetanustoxin {Clostridium tetani), wird die schwere Kette 
mittels isoelektrischer Fokussierung von der leichten Kette 
abgetrennt (Weller et al . , Eur. J. Biochem, 182, S. 649-656 
(1989)), wobei sie und in einer harnstof f hal tigen Ldsung (z,3. 

2 K Karnstoff, 50 mM DTT) vorliegt. Urn wieder zu der 
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naturli Chen Kor.f orxaticn zu korr-T.er., wire diese LosLinc gegen 
sine- physiclcgischen Puffer dialysierr. Dabei kc.Tjr.t es 
spcncan 2ur natives Disul f idhrucker.bi Idung im C-termmaler. 
Teil, und die Cys tem-Gruppe , welche normal erv;eise die Bindung 
zur lei ch" en Ke'te bildet, liege expcnierc &rr. N-Terr.inus der 
schv/eren Ketze vor . Um dcrz die gev-^nschce Cisulf id-3indung zu 
errei Chen, kann ein bispez i f ischer Crossl in:-^er , v;ie Sulfo-lC- 
SPD? (?a. Pierce, USA), eingesetzt v;erden. Im Prinzip laufc 
die Reak-ion so, aa;^ zunachst die zu koppelnde Substanz uber 
eine primare Aminogruppe wit der NHS-Gruppe des linkers 
reagierc und eine stabile Amidbindung erzeugt. In zweiten 
Schritc ;vird das encstandene Konstrukr miz der schweren Ketre 
des Toxins umgeserzc. Dabei erfclgc ein Disulf idaustausch 
zv/is Chen dem linker und der SrI-Gruppe der schweren Kette des 
Toxins, Es enrsteht dabei eine scabile Disulf idbrucke , die die 
zu koppelnde Substanz mit der schv;eren Kette des Toxins 
verbindet . 

In einer anderen bevorzugcen Ausfuhrungsf orm liegt die schwere 
Kette eines Toxins der Gattung Clostridium in Form eines 
Fusionspolypeptids vor. Der Ausdruck "schwere Kette eines 
Toxins der Gattung Clostridium" umfaSt daher auch ein 
Fusionspolypeptid bzw. -protein, in dem die schwere Kette des 
Toxins als durchgangiges Polypeptid cder Protein mit einem 
anderen Polypeptid oder Protein rekombinant hergestellt worden 
ist. Dieses andere Peptid oder Protein soil der schweren Kette 
des Toxins bindende Eigenschaf ten fur obige Substanzen 
verleihen, wobei die Bindung (z.B. im Falle von Nukleinsauren) 
uber ionische Wechselwirkungen stattfindet. Diese Peptide oder 
Proteine, die dem Toxin bindende Eigenschaf ten verleihen, sind 
insbesondere basische Proteine, wie z.B. das HMG (High 
Mobility Group) -1 Protein, His ton- Pro teine , Protamin, 
Spermidin oder Polypeptide mit speziellen DNA-3indemotive , wie 
z.B. Helix-turn-Helix , Zink-Finger oder Leucin-Zipper . 

Eine weitere Moglichkeit, insbesondere zur Ankniipfung von 
Nukleinsauren an die schwere Kette, ist die Kopplung eines 
01 igonukloetids (z.B. uber Cross 1 inker ) , wobei dieses 
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Cligcnuklectid m der Lage isc, min speziellen Nukleinsaure- 
Sec-^Gnzen, z.B. auf eir.e.T. Piasrrdd. eine sog. Triplehelix zu 
bilden. Daz:iz v;erderi die Xukleinsauren uter Wassers tcf f brucken 
rriiz dem 01 igonukleczid ar. die schwere Kezce gebur.den. Der 
Vcrreil zsz, dajs diese Bmdung unzer physiologischen Bedin- 
gungen stabiier isz als icniscbe Wechselv/irkungen . 

Die Verirlttlung von Zel Ipermeabi 1 1 caz an Wirkstoffe kann durch 
ubliche Verfahren xnachgewiesen werden. Gunszig isz es, Zellen 
nit der. Toxm-verbundenen Substanzen zu mkubieren und das 
Eindringen bzw. Voriiegen der schweren Kecte eir.es 
Clcstridium-Toxins und/oder den Substanzen in den Zeilen 
nachzuweisen. Diss kann z.B. durch spezifische Antikcrper 
!z.B. irr. Rahir.en der In^jnunf luoreszenz-Mezhcde j oder Reagentien 
erfolgen, die direkz oder indirekz nzc der schweren Kette 
eines Clcstr idum-Tcxins bzv;. den Substanzen reagieren. 

Die schwere Kette des Clostridium-Toxins nuil vor ihrer 
Konjugation an die therapeutischen oder diagnos tischen 
Wirkstoffe von der leichten Kette abgetrennt werden. Die 
Herstellung der schweren Kette erfolgz bevorzugt rekcmbinant. 
kann aber auch auf anderen dem Facr-r.ann bekarjiten Wegen 
erfolgen. 

Ein Weg, den die Verwendung der schweren Kette bietet, ist die 
native Kompositicn des Toxins mcglichst identisch nachzuahmen, 
^om ein Konstrukt herzustellen , das alie Funktionen des Toxin- 
Proteins mit Ausnahme der toxischen Eigenschaf ten besitzt. 
Dazu wird die leichte Ketze des Toxins bevorzugt durch andere 
Proteine oder Substanzen ersetzt, die v;ie im naziven Toxin 
uber eine Disulf idbrucke an die schwere Kette gebunden werden. 



Nukleinsauren, wie anti-sense Oligonkleotide , werden bevorzugt 
an ein Fusionsprotein der schweren Kette eines Clostridium- 
Toxins gekoppelt. Dies ist ausfiihrlich einem der nachf olgenden 
Beispiele beschrieben. Solche Konstrukte eignen sich bestens 
fur gentherapeutische Zwecke, z.B. zur Behandlung von 
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Meurob:astoma-Tu.T.cren, v;enn das anti-sense Cligcnukleotid z.E 
die Expression vcn OTC N heinmt . 

Ein v;eiterer Gegensuand der vorliegenden Sr 
Kit. Em solcher u-Tifailt erne cder .Tehrere 
• Kcmpcnent en : 

(a) die schv/ere Kette eines Toxins der Gattung Clostridium 
ih) ubiiche Hil f ss tor f e , wie Trager, Puffer, Ldsungsmit tel , 
Kcntrollen; etc. 

Von den einzelnen Komponenten kdnnen jeweiis ein oder mehrere 
Vertreter vorliegen. Kinsichtlich der einzelnen Ausdrucke wird 
auf vorstehende Ausfuhrungen verwiesen. 

Die vorliegende Erfindung ermcglicht es Zellpermeabili tat fur 
neuronale Zellen an Substanzen jeglicher Art und Abstannnung zu 
vermitteln. Auch konnen die Zellen ex vivo bzw. in vivo 
vorliegen. Desweiteren lost die Zellpermeabilitat keine toxi- 
schen Effekte aus . 

Die vorliegende Hrfindung eignet sich somit bestens fur 
Diagnose und Therapie. Letzteres uinfa.^t das Singreifen in die 
Expression von Genen und in Stof f wechselprozesse . Besonders 
eignet sich die vorliegende Erfindung fur die Diagnose und 
Therapie schwerster Erkrankungen, z.B. von Tumoren. Ganz 
besonders zeichnet sich die vorliegende Erfindung dadurch aus, 
daii sie sowohl fiir konservacive als auch gentherapeutische 
BehandlungsmaJSnahinen eingesetzt werden kann. 

Die Erfindung wird nachfolgend anhand der Figuren beschrieben, 

^i^- Aufnahir.e vcn Konjugaten in Neuroblastom-Zellen 

Al : Dapi-Zellkernf arbung der KDN-16 Zellen von 
3ild A2 

A2 : Avidin-Signale von HDN-16 Zellen, die mit 
einem Konjugat aus der schweren Kette des 
Tetanus -Toxin und Avidin inkubiert wurden. 



fmdung ist em 
der folgenden 
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Der Avidin-Nach'-veis erfolgte durch emen 
FITC-markiercen Sekundaranrikorper . der 
einer. spez i f ischen Avidir.-Anr i korpsr 
erkennt . 

Propidi-j:.T.:odid~Zei::<ernfarbung der Kelly- 
Zellen vor. Eild 32. 

FITC- Signal von Cligcnukleociden, die mit 
einem Kcnjugat aus der schv;eren Ketre des 
Teranus-Tcxin, A.vidin und biotinylierren 
Oligonukleotiden (FITC-markiert } inkubiert 
v.oirden . 

F'i?- 2: Nachweis der Aufnahme des full-length- 

Fusionsproteins aus dern verkiirzten HMG-1- 
Protein und der schweren Kecre des Teranus- 
Toxin in die Neuroblaston-Zellinie IMR-32 
A: Dapi-2ellkernfarbung der Zellen von Bild 3 
B: Nachweis des Fusionsproteins uber einen 
polyklonalen A.K gegen das C-Fragment der 
schweren Kette des Tecanus -Toxin und einen 
CY-2 markierzen Sekundarant ikorper 

Die Srfindung wird nachfolgend anhand der 3eispiele 
beschrieben. Die Arbei tsmethoden basieren auf Sainbrook, J., 
Fritsch, E.F. und Maniatis, T., Molecular Cloning; A 
Laboratory Manual, Cold Spring Habor, und Current Protocols in 
Molecular Biology, John Wiley and Sons, 1994-1998. 



WO 00/33880 



Beispiel 1: Isolation und Klonienancr des Gens der schweren 
Kette des TetanusToxins aus Clostridium tetani 

Als Au s gang sma t e r i a 1 wurde ein 1 y o p h i 1 i s i e r t e s 
Bakteriensediment von Clostridium tetani (Massachusetts- 
Stamm) , das von ATCC unter der K'ummer ATCC 10709 bezogen 
wurde, verwendet. Nach der DNA-Extraktion war es das Ziel, 
mittels der Pfu- Polymerase und nachf olgenden Primern, welche 
die Restriktionsstellen far die Klonierung einfiihrten, das 
etwa 2,5 kb gro]3.e Gen der schweren Kette ohne Mutationen zu 
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amplizizierer. . Dazu -.v^urden fclger.de Paranecer gewahl^: grcSe 
Menge vcn Aus gangs -DNA \0,S fig], groSe r-renge ?cl'/merase (10 
U; , lance Exz ens ions zei cen fur die proof- reading" Funktion 
der ?o:\'^>erase min fiir das 2,5 kb-Gen.' , germge .^^nzahl von 
Zyklen ;5 Zyklen bei 54^C, da m den ersten Zyklen die 
Res trikticnssrel len nicht korr.pl enenoar sine, dann 15 Zvklen 
bei oO^C.) ; 



?CR-.Ansaoz: 0,5 jig CNA 

2 5 pT.ol K 1 on ie rungs pri.Ter 1 
2 5 pnol Klcnierungsprimer 2 

5 ^1 10 X Pfu-Puffer (2C0 nil-: Tris-HCl, oH 

8,8 
2 0 rrl-: MgSC, 
100 rrZvT Kci' 
IOC rpi^i (NHJ.SC, 
1% Triton 
1 mg/ml 3SA) 

10 fil dl^TTP-Mix 

10 u Pf u-Polyr.erase 

ad 5 0 fil H-0 



Klcnierungsprimer 1: HCH.rOR 

G C AT AT CCATGG AT TT AGGAGG AGAJ\T TT AT GT AT AAA 
Ncol 



Klonierungsprimer 2: KCH . REV 

T AT AT ACCCGGGAT C ATTTGTG CAT C C T TO AT C TGT 
SmaZ 



Uncer den oben genannten PCR-Bedingungen war es ^nnoglich, das 
erwartete 2,5 kb-Fragment ohne Nebenprodukte zu bilden. Nach 
einer praparativen Agarosegeleiektrcphorese mit nachf olgender 
Gelextraktion wurde das DNA-F ragip.enr mit Ncol und Smal 
geschnitten und in den gema]3 Hers tellerangaben vorbereireten 
Expressionsvektor pCYB4 (IMPACT-System, Mew England Biolabs, 
Beverly, USA) kloniert. Der erhaltene Vekror w^urde pCYB4-HCr: 
genannt . Die Klonierung wurde durch Sequenzierung verifiziert. 

Klonierungstechnisch bedingt hatte das rekombinante Protein am 
C-Terminus zusatzlich die Aminosauren Glycin und Prolin vor 
der Intein-Spaltstelle . Am. Am.i no -Terminus war es urn drei 
Aminosauren im Vergleich zum^ V^ildtyp-Protein verkurzt. Somit 
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'.var die ers.e A.T.^nosaure des rekcn±inanr en Proteins nach dem 
Fcrmyl-Methionin em Asparnat. Diese Aninosaure kann in 
eukaryct ischen Zellen fur sine Des rabi 1 i^ ierung des Proteins 
sorgen, inderr. es einen raschen Abbau mduziert. Um 
sicherzustellen, daS die rekoirliinante schwere Kette nach der 
Aufnah^Te -/on humanen Zellen stabil ist, 'Anarde der Air.ino- 
Terminus komplet tiert . Oazii vrurde uber eine Kcol and 3seRI 
Schnitts telle ein Cligoadapter in pCY34-HCH eingef-hrt, der 
fiir die drei fehlenden aminoterxmalen Arr.inosauren codiert. 
Scmit bestand die erste Air.inosaure nun in einem Serin, die 
s tabi lis ierend fiir das Protein ist. Die Klonierung wrde durch 
Sequenzierung verifiziert. 



AD- A 5 ' -CATGTCATTA.ACAGATTTAGGAGGAGAATTATGTAT-3 ' 

AD-3 3 - AGTAP.TTGTCT.AA.ATCCTGCTCTTA-ATACA- 5 ' 
neu : Ser Leu Thr 

alt : Aso Leu . . . 



Das neue Kcnstrukt wurde pCYB4-Ad-A+B-KCH genannt . 

Als weiteres Expressionssystem wurde das IMPACT T7 System (New 
England BiolabS; Beverley, USA) eingesetzt. Dieses nutzt im 
Unterschied zum urspriinglichen System die T7 -Polymerase zur 
Transkription der Expressions-Plasmid . Da auch rcit dieseir. 
System eine zusatzliche Reinigung iiber eine N-Terminale His- 
tag ermoglicht warden sollte, v.-urde ein entsprechender Adapter 
in das Expressions-Plasmid pTYBl kloniert. Der Vektor wurde 
mit Ndel und Xhol verdaut und der Adapter I + II ligiert. 



Ad-I 5 • -TATGCACCATCACCATCACCATC-3 ' 

Ad-II 3 ' -AC GTGGTAGTGGTAGTGGTAGAGCT-5 

His His KIs His His Kis Leu Glu 



Die Klonierung wurde durch Sequenzierung verifiziert. Das 
Konstrukt wurde pTY31-Ad-I+II genannt . 



Das Plasmid pTYBl -Ad- I+II wurde mit Sapl veraut, die 
uberhangenden Basen mit dem Klenow-Fragment aufgefiillt und der 
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'ekccr r.ccr-T.als ?aiz Xhcl vercaut 



der Pfu-Pclv-TT.erase durchgezuhr t . I^axit v.-rde das Gen der 



aiT. r ' -Er.de eir.s Xhcl- 



scnwsrer. Y.ezze a-pl i f i 2 iert , da 
Schr.ircsielle hatre und an 5 ' -Ende das Ccdcr. fur Asoarcar 
i-etzte P-jT.inosaure v;r schv/ere Kecre) r.it dsrr. Ccdcn fur Serin 
ausgetauscr.t haz-e. Oieser .^Jr.inosaureaus tausch war nocig 
gev/orden, da Asparzar eine tocale in vivo-Spal rung des HCH- 
Inceir.-Fusior.sprotem dewirkt hatze ^Manual IMPACT - Sys teir.; . 
Das ?CR-?rcdukt --vurde, nacn Xhcl-Verdau m den vorberei teren 
Vektcr pTYEl-Ad-I+II sricky/ blunt ligier-. 3urch diese 
Stracegis v.iirde das Gen fur die schv/ere Kezze chne zusazzlicne 
AiTiinosaure ax C-Terr:iinus direkz vor die erste .^mincsaure des 
Inzeins klcniert. 



Das Kcns-ruk:: v.njrde pTYBl-KCH genannt . 



1. Primer: XhcHCH.FOR TATATA CTCGAG TCA.TT A J\CAG,ATTTAGGA 

GGA.GA-A.TT 

2. ?ri]T;er : 5lunzHCH-A. . RHV GCTA.TTTGTCC ATCC'^'^C A^C^GT'^GG'^A - 

CA-:^-AGTA 



?CR-?ararnezer 

5 min 95°C 
2 5 Zyklen 1 min 9 5°C 
1 min 5 5°C 
7, 5 min 7 2''C 
10 min 72°C, dann 4=C 
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Beispiel 2: Expression und Reiniouncr der schweren Kette des 
Tetanus -Toxins in E.coli 

Aus eir.er E.coli K12 3a;<r erien^ul tur vex pTYEl-HCH v.-arde erne 
20G rr.I LB-.^jr>c-'Jberndch::kul 'lur ar.geinpfz. Diese -.\r^rde a.^. 
nachscer. Tag zu 800 :nl LB-.^jr.p gegeben und bei 37°C bis zu einer 
CD. 3,- von 1,0 bis 1,5 geschutrelt. Vcr. diesen Eakterier. v/^jrden 
50 ml als uninduzierte ?rcbe entnonir:en und sediir.ent ierc . Zu 
dern restlichen .^^nsatz vrurde IPTG rrdt emer Endkonzentrarion 
von 1 gegeben und die Bakcerien bei Raurntemperauur fiir 4-5 
Stunden geschuctel'. Nach der Induk- ionszei z '.^.irden die 
Bakterien sedixent iert und konnten bei 

-2C°C gelagert werden . Alle nachf olgenden Schritte vrurden auf 
Sis Oder iin Kuhlraux durcngefuhr t . 

Die Sedixente, die einer Bakteriensuspension von ca. 2 50 ml 
entsprachen, w-^urden mit 6,25 ml Lysepuffer (20 tJ^I HEPES, PH8 , 0 
ggf. 2K Karnstoff 500 uM EDTA 0,1 % Triton X-100) 
resuspendiert . Zur Verhinderung von proteoly- ischem Abbau 
v/urde COMPLETE- Proteinase Inhibitor {?a. Boehringer Mannheim) 
nach Ajigaben des Herstellers zugegeben. Der ZellaufschluS 
erfolgte mittels Ultraschall (Branson-Scnif ier 250; 5x1 min, 
20 % Leistung, mit jeweils 30 sec Pause) . Nach der 
anschlieSenden Zentri f ugation fur 3 0 min bei 1200 0 g 'AOirde der 
Uberstand auf eine mit Lysepuffer aquilibrierte Chitin-Saule 
gegeben. Der Durchflu.^ wurde aufgefangen und nochunals uber die 
Saule gegeben. Der erste Waschschritt mit dem 4-fach 
Saulenvolumen erfolgte mit dem Lysepuffer. Ss schlossen sich 
ein Waschschritt mdt dem Waschpuffer 1 (20 mJ^ KEPES, pH 8,0; 
500 m^ NaCl; 0,1 mM EDTA; 0,1 % Triton X-100) (8-faches 
Saulenvoluinen) und Waschpuffer 2 {50 mM 3ICINE, pK 8,5; 150 mM 
NaCl; 1 MM EDTA} {4-f aches Saulenvolumen) an. Zur Induktion 
der Prcteinspaltung wurden 3 Saulenvolumen Cleavage Puffer (50 
mM 3ICINE. pK 8,5; 150 mM NaCl; 1 mM EDTA, 30 mM 
Mercaptoethanol ) uber die Saule gegeben und diese dann iiber 
Nacht verschlossen . Die Elution erfolgte mit dem Waschpuffer 2 
und die Pro teinkonzentration wurde mittels des BioRad 
Detektionssystems bestimmt. 



wo 00/33880 PCT/DE99.03924 

14 

Nach der oben beschr iebenen C-ternmalen Reinigung der 
rekcrrj:inanten Prcueine eluiercer. Produkte mi- herercaener 
Grc:^e. Als iveiterer. Reinigungsschri tt scllce dashalb das full 
length Prccein, das 6 Hisnidine an N-Terrr.inus besa;^, uber eine 
Ni -Agarose Af f ini tarsmarrix hcmcgen isolierr werden . 

Die Mi -Agarose-Suspension vrjrde mi*: dern Waschpuffer 2 4 M 
Hams "off, 100 rr.M NaH-PO^, 10 mM Tris-HCl. pH 5,5) 
aq-jilibrierr . Die Proceinlosung 'A^urde durch das Zugeben des 
gleichen Vo lumens von Waschpuffer 1 {3 K Hams toff, ICO rvM 
NaH.PC,, 10 mM Tris-HCl, pH 6.3) auf eine Ham- 
ster fkonzentrat ion von 4 M eingestellt. Nach Zugabe der Ni- 
Beads w-urde die Suspension in einem Reakticnsgef a;l auf einem 
Taumelrollenrr.ischer bei 4^0 fiir 3 0- 50 min inkubiert. 
Anschlie:lend w-urde das Gemisch in eine leere Saule gefullt, 
die durch eine Frirte die 3eads zuruckhielt. Ungebundene 
Proteine ^AOirden mit dem 10-fachen Saulenbettvolumen an Wasc- 
hpuffer 2 entfernt. Vcr der Elution '.vurde der Harnstoff durch 
den Waschpuffer 3 (50 mM NaH^PO^, pH 3,0, 150 tvK NaCl) entfernt 
und der pH auf 8,0 eingestellt. Die gebundenen Proteine v/urden 
durch den Elutionspuf f er freigeserzt und aufgefangen. 



Beispiel 3: Expression und Reinionna eines Fusionsproteins 
au3 dem HMG-l-Gen und dem Gen der schweren 
Kette des Tetanus -Toxins 

Ein weiteres Ziel war es , das Gen der schweren Kette des 
Tetanus-Toxins mit einem anderen Gen zu kombinieren, urn ein 
Fusionsprotein mit neuen Eigenschaf ten zu erhalten. Die 
Funktionen der schweren Kette, die die zelltypspezif ische 
Hindung, Aufnarm:^e und Freisetzung des Toxins umfassen, so 11 ten 
durch eine DNA-3indedomane erganzt werden. Zu diesem Zweck 
wurde das humane Chromatinprotein HMG-1 kloniert. 

Die Bezeichnung KMG steht fur High Mobility Group und bezieht 
sich auf das Laufverhal ten der Proteine bei der Polyacrylamid- 
Gelelektrophorese . Die Proteine gehdren zum nicht-His ton- 
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.--ntei: des Chromatins und werden in drei Fanilien emaeceilc: 
1. HyG-l;2; 2. HMG-14/17; 3. HT-IG-KY;. H>IG-l/2-Frote-e werden 
in alien Zellen expr ixiert , ihre genaue runkuion isr 
allerdings nich" bekannc. Das Mcle>ulargev;icht becragz etwa 25 
kDa. Zs handelt sich, ahnlich v;ie bei den His^onen, ur. 
Proteine mit stark kcnservierter Seq^aenz . Sc benragt die 
:-{crr;olcgie zv;ischen dem KHG-T der Fcrelle und dex humanen HI'IG-1 
noch 7G%. Charakteristiscn fur das rlvG- 1 -Protein sind die zwei 
soger.annten HMG-Boxen A und 5, die homolog zu anderen HI'IG- 
Proteinen sind. Diese Boxen liegen in N-terrdnalen Bereich, 
haben eine Nettoladung von ^2 0 und bev;irken eine unspezif i szhe 
DNA-Bindung. Die Bindung umfai^t ca. 14 bp, wobei die DNA gebo- 
gen v/ird. Im Gegensatz zu den HI-IG-Boxen ist der C-TerT.inus 
negativ geladen, so da]3. die Gesamtladung bei -5 liegt. 

Mittels Datenbankrecherche ^wurde ein IMAGE-Klon identif iziert, 
der das ge'y^nschte Gen enthielt. Von den Ressourcenzentrum 
Berlin (MPI fur Molekulare Genetik] wurde der Klon p9983091570 
(clone ID 645032) geliefert. 

Mit Hilfe von sequenzspezif ischen PriT^ern, die am 5'-Ende eine 
Ncol- bzw. Snal-Schnittstelle besaSen, ^.^rde das Gen mit der 
?f u-Polymerase ampli f iziert . 



Ansatz: s. Beispiel 1 

Klonierungsprimer 1: HMG-l.FOR 

GCATATCCATGGGCAAAGGAGATCCTAAGAA 

Ncol 



Klonierungsprimer 2: :-iMG-la,REV 

TATATAGGGCCCTTCATCATCATCATCTTCTTC 

Sraal 



PCR-Parameter 5 min 95°C 

5 Zyklen 1 min 95°C 

1 min 56^C 

7 min 72°C 

15 Zyklen 1 min 95°C 

1 min 62°C 

7 min 72°C 

10 min 72°C, dann 4='C 
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Das PlasTdd pCYB4-HC:-: (s. 3sp. 1) A^jrae mic :icc: und BseRi 
verdaut und der Adapter Ad X+Y eingefugt. Dieser Adapter 
erT:cglichte es, das rr.it MccI und S-.al verdaute HMG-1 PCR- 
Fragrr.enr uber MccZ und SnaEI (ebensc wie Smal blunt) in frair.e 
vcr das Gen der stnv;eren Kette zu ligieren. Ebenso vrurde durch 
den Adapter das 5 ' -Ende der schv;eren Kette kciy.TDiettiert und 
em Peptidi inker z'.vischen den beiden Prctemen erngefugt. Der 
Peptidlinker natte fclgende Sequent: Val -lys -Ser-Ala-Pro-Ser- 
Gly . 

Ad-X 

5 ' - CATGG GCGGCCGC ?ACGT.^- ^^X-AGCGCTCCCTDGGGG"^rA^-'A AP:vr,A- 
TTTAGGAGGAGAATTATGTAT- 5 ' 

Ad-Y 

3 - C C G C C G G C G A T G C A T T T C T C G G G A G G G A G C C r r A G - 
TAA.TTGTCT.^AATCCTCCTCTTA-ATACA- 5 ' 

Alle Klonierungen ^//urden durch Sequenzierung verifiziert. Der 
Vektor mit deiti inserierten Adapter vrurde pCYB4-Ad-X+Y-HCH und 
der Vektor irdt de.T. inserierten HMG-1 -Gen pCY34-HKG-l-HCK 
genannt. Da das HMG-1 PCR-Fragment vor der Ligation auch nit 
Smal verdaut und blunt an den Adapter ligiert ivurde, hatte das 
HI-IG-1 -Protein am C -Terminus zusatzlich noch die Aminos aure 
Glycm {Codon: GGG) . Scmit besaS das P usionsprotein die 
folgende schematische Sequenz : ATG-wt riMGl-Gly-Val-Lys-Ser- 
Ala-?ro-Ser-Gly-wt schwere Kette Tetanustoxin-Gly-Pro-Intein- 
Chitin-Bindeprotein . 

Da bei alien Isolaten neben dem Produkt nit der korrekten 
GroSe auch kleinere Fragmente eluiert \vurden, sollte der 
Express ionsvektor derart verandert werden, dafi die 
rekombinanten Proteine zusatzlich uber den N-Terminus 
gereinigt werden konnten. Dazu v/^jrde, ausgehend von dem Vektor 
pCYB4-Ad-X+Y-HCH, ein Adapter einligiert, der nach dem 
Startcodon fur sechs Histidine codiert und somit eine 
Reinigung liber Metall-Af f ini tats-Saulen ermdglichte. Nach den 
His-Codons befand sich eine Xhol -Schnitts telle . Nach Verdau 
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miz Xhcl und Sna3I konncen soirac v;eiiere Gene m frame 
ir.regrierz v;erder. . Der Vektcr A^^rde T'ccl ur.d Sna5I verdau" 

ur.d der Adapter sticky./blun^ ur.cer P.ekor.s rutior. der 3na3: 
;blun- ; -SchnizLsnelle ligiert. 

Ad-HIS-A 5 ' -CATGCACCATCACCATCACCAT CTCGA GGGTGGA TAC -3 ' 
Ad-HIS-B 3 ' - GTGGTAGTGGTAGTGGTA GAGGTGGCAGGGATG-5 ' 

His His His His His His Leu Glu Gly Gly Tyr 

Die Klonierung v/urde durch Sequenzierung verifizierc. Dieses 
Konstrukt >,airde pCYB4 -HIS-HCH genannt . Auch eine Reinigung der 
rekoTiDinanrer. schweren Kette uber die His -Tag war niz dieseir. 
Plas.Ttid xdglich. Dieses Prorein ha"ze zusarzlich zur Wildcyp- 
Seqijenz IS A-T.mosauren am N-Terminus f 6xHi s -Ijeu-Glu-Gly-Gly- 
Tyr-Val-Lys-Ser-Ala-Pro-Ser-Gly ) . 

Zur Konstrukticn von HI4G-1/ schwere Kezte-Fusionsproceinen, die 
zusaTizlich uber eine aminoteminale His-Tag gereinigt v;erden 
kcnnen, warden das HMG-1 Gen niit secjuenzspezi f ischen Primern 
ampl i f i z ier t , die am 5 ' -Ende eine Xhol -Schnic"s telle 
einfiihrten. Die Priifer am 3 ' -Ende des Gens waren kcmplett kom- 
plementar, sc daS eine sticky/blunt-Ligation durchgefuhrt 
werden konnre . Als weitere Varianzion '.vurde ein am 3 ' Ende 
verkurztes Fragment des HI^G-l-Gens kloniert, welches nur die 
DNA-bindenden Domanen (HMG-Box A + E) enthielt. Die PGR wjrde 
mit der Pf u-?olymerase und dem Klon pcy34-HMG-l-HCH als 
Matrize durchgefuhrt. 

Primer fur komplettes HMG-l-Gen: 

XhoHMG- 1 . FOR GC AT A C TC GAG GGG AAJIGG AGAT G CT AAGAAGC G 

XhoHMG- 1 . REV TTCATC ATCATCATCTTCTTCTTCATCTTCAT 

Primer fur verkurztes HMG-l-Gen: 

XhoHMG- 1 . FOR GCATATCTCGAGGGGAAAGGAGATCCTAAGAAGCC 
Del taHMG- 1 . REV A.GCTCGATATGCAGCTATATCCTTTTC 



PCR-Param.eter 



5 min 95^C 
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2 5 Zykien 1 y.ir. 95^C 
1 -.1- 55°C 



Das rlasmid pCYB4 -HIS -HCH A^j-rde mi~ Xhol und SnaEI verda^-it ur.d 
die ?CR-r ragrnente nach Xhcl-Verdau einligiert. Die Konstrukte 
v.-urden pCY34-Kis-HI'IG-l-HCK bzw. pCY34 -Kis -AH:^G- 1 -HCH ger.ann- , 
Die Klonierungen v^-urden durch Sequenz ierung verif iziem . 

Die Herstellung des Fusicnsproceir.s erfolgte rr.iz pCyB4-His- 
HMG-l-HCK bzw. pCYB4 -Hi s -AHMG- 1 -HCH analog Beispiel 2 
rekon-Jbinar.z in E. coli. 

Beispiel 4: Aufnahme von Proteinkon-jucraten in Neuroblastom- 
Zellen 

Der bispezif ische Crosslinker Sulf o-LC-S?DP (Fa. Pierce, 
Rockford, USA) besitzt eine Anir.o- und eine SH-reaktive 
Gruppe . 

Das Protein neutrAvidin {Fa. Pierce, USA) lag in einer 
Konzentraticn von 5 ng/ml in 50 irli BICINE {Fa. Sigma), pK 3,5; 
8 0 mK NaCl vor. Es handelce sich hierbei im Gegensatz zum 
Wildtyp urn ein Procein ohne Zuckersei tenketten und dair.it mit 
neutralem pl-Werc. Dies verhindert die unspezif ischen 
Wechselwirkungen z.B. irdt Zellen, die bei dem basischen 
Wildtyp-Protein vorkommen. Der Crosslinker war in einer 
Konzentration von 15 mM in DMSO geldst (Lagerung bei -80°C) . 
2,5 mg Avidin wurden mit einem dreifachen molaren UberschuS 
des Crosslinkers fur zwei Stunden bei Raumtemperatur 
urr.gesetzt. Die Reaktion '^jizde durch Zugabe von Tris-Puffer pK 
8,0 gestoppt. Der Reakt i ons ans a t z wurde durch eine 
Gelf iltration uber eine G-25 Entsalzungssaule (FPLC) in 50 mM 
MOPS pH 7,4; 80 lur-! NaCl iiberfiihrt und dabei die uberschussigen 
Crosslinker entfernt. Nach Angaben des Herstellers wurde mit 
dem Bio-Rad Protein Assay Kit I (Bio-Rad, Munchen) die 
Pro teinkonzentration dsr Saulenf rakt ionen bestimrat und 
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ar.schiiel?end durch Reduk-ion ernes Teils des ir.odi f izierren 
Proteins die Anzahl der gekoppelcen Linker pro Mclekul gemaS 
Scandardneihoden phocoTiezri sch besri.T_T.r. Es ercab sich eine 
Anzahl von 1,9 Imkern pro Avidin-Molekul . 

Zunachst vrjrden die beiden Pro-eine gekoppelt, ux eine 
Einschleusung von Avidin m Neuroblas oon- Zel len uber die 
schwere Ket-e nachzuv/e^sen . Dazu ;-^rde 1 ninol ;= 6 0 fig \ des 
ir.odif iziercen Avidins mit 192 pir.ol {= 19,2 {xg] der schweren 
Kette von Tecanusccxin in 5G mM MOPS-?uffer, pH 7,4 und 8C irJ^l 
NaCl bei 4''C fur 3 Tage inkubierz . Der Reaktionsansacz vrarde 
uber eine Superdex-20G-Gelf iltraticnssaule, die rrdt 50 itlX CAES 
pH 9,5 und 1,5 M XaCl aq-uilibrierc v;ar , auf getrennc . IGO ^1 
Prcben aus den ersten Peakf rakr ionen v.oarden ftir Imr.un- 
f lucres 2 enz-Sxperirnen"e verwendet . 

Flir diesen Versuch wrde die Neuroblas tom-Zellinie HDN-16 
vorberei-et. Die Zellen v/aren am Vortag des Experiments auf 
unbeschichrete Glas-Deckglaschen (0=1 cm) ausgesaht und in 
6-Loch-GefaSe (0 je Loch = 5,5 cm) mit je 4 ml Medium 
iiberschichtet worden. Vor Beginn des Experiments ^AOirden die 
Zellen mit Medium gewaschen, urn abgestorbene Zellen zu 
entfernen. Nachfolgend v;urden die Zellen zu ICG fil 
Elutionsf raktion in 1 ml RPMI-Kedium (- 1C% FCS) gegeben und 
fur 5 h ohne Bewegung inkubiert Alle Schritte der Immunfluo- 
reszenz ^^rurden bei Raumtemperatur durchgefuhrt . Nach Ende der 
Inkubationszeit wurden die Zellen ausgiebig mit Medium gewa- 
schen und direkt danach fixiert. 

Sowohl die Erst- ( anti-Avidin, Kaninchen, 2 ^g/ml; Rockland, 
Gilbert sville/ USA) als auch die Zweitantikdrper (Ziege-anti- 
Kaninchen-CY-2; 3,3 /xg/ml; Rockland, Gilbertsville, USA) 
wurden mit der Verdiinnungslosung (PBS, 0,1% BSA) angesetzt. 



Das Volumen betrug 50 /il . Diese Losung vAirde in einem 6-Loch- 
GefafS vorgeiegt und die Deckglaschen mir der Zellseite darauf 
gelegt. Die Inkubationszeit betrug mindestens 30 min, 
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anschlieSend v.a;rden die Zellen xil ?B3 ausgiebig gev;aschen. 

Zur rarbung des Zellkerns v-^rder. die Zellen rur 13 rr.m ~ 
einer Dapi-lcsu-g (5 ng/ml m 2 x SSC} inkubierr una 
anschlieiiend xii PES gewaschen. 

Auf emen Cb: ek::rrager v.Tirden 15 ^1 des Mcunt:ing-Mediur:s f 2 , 4 
g Mov;icl m 5 .t.I Glycerin, 1 h Ruhren, - 6 r.l H-O, 2 h Riihren 
+ 12 nl 0,2 M Tris-HCl, pH 8,5, 50"C nic gelegencliche- Ruhren, 
Zencrifugarion: 5 0 00 g fur 15 min, Zugabe vcn 2 3 mg/rr.l DAECO; 
Lagerung von 1 ml Portionen bei -2 0^C) vorgelegt und die 
Deckglaschen mit der Zellseite unter Verrn.eidung von Luftblasen 
langsarr. aufgeleg::. Die Objekrtrager ^//urder. waagerecht und 
abgedunkelt uber Nacht z^j^ Auspclymeris isren gelagert . Das 
ers-arrte Embett-Mediun konservierr das Praparat una das 
beinhaltete Dabco soil das Ausbleichen der Farbstoffe bei der 
r luoreszenz-Mikroskopie verhindern. Die Praparate konncen bei 
4°C uber mehrere Wcchen gelagert werden. 



Die Praparate v/urden mit einen Zeiss Axiophot Epif luoreszenz- 
Hikroskop ausgewertet. Die Aufnahmen iv^arden rnit einer CCD- 
Kamera CH25C der Firma Photometries (Kunchen) gemacht und mit 
der Bildverarbeitungs-Sof tware I PLab- Spectrum. 10 (Vers. 3.0) 
dokumentiert . 



In Fig, 1 sind die deutlichen Avidin-Signale zu sehen. 
Kontrollansatze irdt a) Avidin, b) der schweren Kette und c) 
einem Ansatz mit uninodif izierten Avidin und der schweren Kette 
in der Konzentration der Slutionsf raktion, erbrachten keine 
Signaie (Daten nicht gezeigt). 



Durch dieses Experinientieren wurde der Machweis erbracht, dail 
es mit der schweren Kette des Tetar.us-Toxins moglich ist, 
andere Proteine in Neublastrom-Zellen zu transportieren . 
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Beispiel 5: Bindung von Biotin-Qliq o nukleotiden an daa 

schwere Ketten-Avidin-Kon-jug at 

In v;eireren -^-"satzen sollze die schv;ere Kezte iv.iz ce-i 
T.ccifizier-en Avidir. ge^cppelr werden. -jm danr. ar. diese 
Ken jugate DNA-Cl igcnukleocide (IS-mer mit zufalliger Seq^uenz, 
?a. ^^/;G Biotech, r-^unchen; zu binden. Dazu v-urde 1 rjnol (= ICO 
lig) der sc'-.'^eren Kette von Tetanustoxin mit 5CC pmol (> 3C ^g) 
des ir.odif izierten Avidir.s { neutrAvidin , Fa. Pierce, Rockford, 
USA; in 5G t>I Hepes pH 8,5 und 150 rrK NaCl flir 6 h bei 
Rauir.teinperatur geschut tel t . ;iJischlie]lend vrsrden 50 pmol eines 
ISrr.er DNA-Oligonukleotids zugegeben und der Ansatz ohne 
Bewegung uber Nacht bei 4°C inkubiert. Die 01 igonukleotide 
besajlen an ihre.T. 3 ' -Ende erne Eiotm-Gruppe , die eine Bindung 
an Avidin ermoclicht. A-ti 5 ' -Ende v/aren die Oligonukleotide rr.it 
einer FITC-Gruppe rr.cdi f iz iert , u^-n so eine evencuelle A.ufnahine 
in Zellen nachweisen zu konnen. Die Modi f ikacionen der 
Oligonukleotide waren von Hersteller bei der Synthese einge- 
fiihrt worden (Fa. >FWG Biotech, Munchen) . 

Obwohl in den Ajisatzen Avidin in einem lOfachen inolaren 
UberschuS vorlag una theoretisch pro Avidin vier Biotin- 
Bindestellen zur Verfugung standen, sollten noch eventuell 
vorhandene freie Oligonukleotide aus den Ansatzen entfernt 
werden, um Versuchsartef akte zu minimieren. Dazu \^rden die 
Ajisacze entweder mit magnetischen Beads, die T.it Streptavidin 
gekoppelt waren, inkubiert, oder uber eine NickSpin Column 
(Pharmacia) aufgetrennt. Im ersten Fall wurden die 
Streptavidin-Beads nit 50 nM Hepes pH 7,4; 150 nM NaCl 
aquilibriert , die Ansatze zugegeben und fur 15 min 
geschuttelt. Nach der magnetischen Separierung der Beads wurde 
der Ansatz entnorrjnen. Die NickSpin Columns, die eine Sephadex 
G-50 Matrix besaiSen, wurden mit dem gleichen Puffer 
acijilibriert und die Ansatze nach den Ajigaben des Herstellers 
aufgetrennt. Beide Proben wurden bei den Immunf luoreszenz- 
Versuchen (analog Beispiel 4) eingesetzt, zeigten aber keinen 
signif ikanten Uncerschied in dem Signalmuscer (vgl. Fig. 1). 
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BSI5PIEL 6: Aufnahme des HisAHMG-l-HCH Fusionsoroteins 

in Neuroblastom-Zellen 

Das hcrr.ogen isolierre Fusicnsproieir. aus eir.err. verkurzzen HMG- 
1-Froteir- und der schweren Kezze des Tecanus Tcxin v.^arde xit 
der Meurcblas-or.-Zeliinie IMR-32 inkubiert, urr. durch 
Iiriaunf lucres zenz- Analyser, die Aufnahr.e des Proteins zu zest en. 
Nach einer viers tundigen Inkubanion von etwa 0,5 jxg des 
Fusionsproteins in 1,5 ml RPMI -Medium ( ^ 10 % ?CS} w^-rden die 
Zel_en ausgiebig mit Medium gevvaschen, fixiert, mittels 
Ancikorper gegen das C-Fragrr^ent des Tetanus -Toxins (1 : ICO - 
1 : 3CG; Fa. Charles River, Southbridge, USA) und einem CY-2 
markierten Sekundarant ikorper ( Ziege-anti-Kaninchen-CY-2 ; Fa 
Rockland, Gilbertsville , USA) das Fusicnsprctein deoektiert. 
In Fig. 2 iso das Resultao des Experiments zu sehen. Es sind 
sehr Starke Signale in fast alien Zellen zu erkennen . 
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Patent anspriiche 

Konjugat zur Emfuhrung vor. IVirks - c f f e- m neuror.ale 
Zellen, v/obei das Konjugat die schwere Ket"e eines Toxins 
der Gactung Clos-ridiuir. und n-.indescens eir.en V/irkstcff 
u.T.fal^t, vvobei die ieichte Ke-ne des Toxins abwesend ist. 

Kcrougat nach Ar.spruch 1, vvobei das Toxin der Gazzung 
Clostridiun Tetanus-Toxm oder 3otul inus -Toxin ist. 

Konjugat nach Anspruch 1 oder 2, wobei der Wirkstoff 
ausgewahlt ist aiis ( Foiy j peptiden , Proteinen, Muklein- 
sauren oder cherasohe Verbindungen . 

Konjugac nach einem der Anspruche 1 bis 3. wobei der 
Wirkstoff und die schwere Kette des Toxins uber einen 
Linker miteinander verbunden sind. 

Konjugat nach Anspruch 4, wobei der Linker NHS~SS-Biotin, 
^7KS-Iminobiotin oder Sul f o-LC-SFDP ist. 

Konjugat nach einem der Anspruche 1 bis 5, wobei die 
schwere Kette des Toxins als Fusionsprotein vorliegt. 

Konjugat nach Ajnspruch 6, wobei der Fusionsanteil ein 
basisches Protein, vorzugsweise humanes HMG-l-Protein, 
ist . 

Verfahren zur Hersteliung eines Konjugats nach einem der 
Ajn.spruche 1-7, wobei der Wirkstoff, die schwere Kette 
eines Toxins der Gattung Clostriuir. und ggf. ein Linker 
miteinander ^jir.gesetzt werden. 

Kit umfassend eine oder mehrere der folgenden 
Komponenten : 

(a) die schwere Kette eines Toxins der Gattung 
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Closer idi'jJTL 

(b) libliche Kilfsstcffe, >; i e Trager, Puffer, 
Losungsmitire- , Kcntrcller. , etc. 



0; Verv/endur.g des Kcnjugats nach emen der -\r:soruche 1-7 zur 
Ar.reicnerur.g ir. neuronalen Zellen. 

1) Yerv/endu-g des Kor.jugats nach Anspruch 10 zur Behandlunc 
una/ Oder Therapie neuronal er Zrkrankungen . 

2) yerv;endung des Kon:)ugats nach Anspruch IC oder 11 zur 
gentherapeutischen Behandlung von Neuroblas tom-Tumoren . 
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The foUowing information is taken from the documents submitted by the applicant 

Examination request filed per § 44 Patent Statute 

(54) Conjugate for accumulation in neuronal cells 

(57) The present invention concerns a conjugate for introducing active substances 
into neuronal cells, the conjugate comprising the heavy chain of a toxin of the 
Clostridium genus and at least one active ingredient, while the light chain of the 
toxin is absent. Furthermore, the invention concerns a method for producing such a 
conjugate, a kit, and the use of the conjugate. 



iTfl 600 -ON 



GVZVS^Z^ILX^- <r Dnn'SNOIitnSNbyi Nni3S3b<Ib>0 8T:ST 00/02/0T 



Specification 



The present invention concerns a conjugate for accumulation in neuronal cells, a 
method for preparation of the conjugate, a kit, as well as the use of these objects. 

There are many different illnesses which affect cells of the central and/or peripheral 
nervous system. One can mention Parkinson's disease, Alzheimer's disease, stroke^ brain 
tumors (such as gliomas, medulloblastomas, astrocytomas) or neuroblastomas. 
Neuroblastoma accounts for around 8-10% of all childhood cancers and represents the 
most conmion extracranial solid tumor in children. The neuroblastoma arises from 
neuroectodermal cells of the neural crest. These cells migrate out from the neural crest 
during the embryonal development and form the sympathetic nervous system and the 
adrenal medulla. Meanwhile, it has been found that roughly 30% of the more malignant 
neuroblastomas show an amplification of MYC N, and the quantity of amplification of 
MYC N is correlated with the aggressiveness of the tumor growth. What can be said for 
all neuroblastomas is that they are characterized by a complex clinical picture and a 
heterogeneous course of the disease. While some patients experience spontaneous 
remission of the tumor, in roughly half of the patients the disease progresses despite 
intensive therapy. The treatment of brain tumors is also difficult. This is especially 
because most medications cannot pass certain cell barriers, such as the blood/brain 
barrier, and do not even get to the desired target site. And radiological treatments are by 
no means as successful as is desired. A prior medication treatment of the tumors to make 
them photosensitive would certainly be beneficial to the success of the subsequent X-ray 
treatment (photodynamic therapy). Yet this also fails because there is no way to deliver 
the agent to the diseased cells. The above illustrated problems for neuroblastomas and 
brain tumors generally obtain for all diseases of the nervous system, since in diseases 
other than cancer the therapeutic and diagnostic substances do not get efficiently into 
nerve cells. 

Now, the problem of the present invention is to provide a means whereby many 
different substances or active ingredients can be introduced into neuronal cells. 

This problem is solved by the objects of the patent claims. 

It has been discovered by the inventors that the heavy chain of a toxin of the 
Clostridium genus can transport many different substances or active principles with 
therapeutic or diagnostic effect into neuronal cells with a conjugate. The heavy chain of a 
toxin of the genus Clostridium provides the active principles the desired cell permeability 
for neuronal cells. According to the invention, by the "heavy chain of a toxin of the 
Clostridium genus" is also meant fragments or modifications (e.g., exchanges, inversions, 
deletions or insertions), yet which continue to exhibit transport properties for neuronal 
cells. By a "toxin of the Clostridium genus" is meant, for example, the tetanus toxin, 
bolulinus toxin, as well as its serotypes (A-G). The primary site of action of tetanus toxin 
is the central nervous system and that of botulinus toxin is the peripheral nervous system. 

By cell permeability is meant here the property of substances for active principles to 
penetrate into neuronal cells. In nature, as already explained above, this property is only 
found in a few substances. Most substances require helping agents or methods to 
penetrate into cells. Examples of this are microinjection, electroporation, association with 
cationic lipids, liposome formation, receptor-mediated endocytosis, and virus infection. 
However, these helping agents and methods have major drawbacks. In particular, they are 
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costly, require complex experimental arrangements, and only have limited uses. 
Furthermore, their efficiency is low and they often prove to be toxic. These problems can 
be circumvented with the conjugates of the invention. This is especially so because only 
the nontoxic heavy chain of the toxin is used and not the entire toxin, as in WO 95/32738, 
which is composed of two polypeptide chains (light chain and heavy chain). According to 
the invention, the toxin of the Clostridium genus has been modified such that the toxic 
light chain of the molecule has been eliminated or replaced by a domain which confers an 
affinity for the substances being brought into the neuronal cells. The inventors have 
discovered that conjugates which contain only the heavy chain of a Qostridium toxin 
resolve the above-mentioned problem, since the functions of neurospecific binding and 
uptake, as well as the transport and the release into the cytoplasm, are all coded in the 
sequence of the heavy chain. This is a major advantage of the heavy chain over the C- 
fragmcnt. 

The term "providing of cell permeability to substances" indicates that the heavy chain 
of a toxin of the Clostridium genus can provide cell permeability to active principles of 
whatever type and derivation. For example, the active principles can be (poly)peptides, 
proteins, nucleic acids or chemical compounds. Examples of polypeptides are structural 
polypeptides, tumor necrosis factor, interferons, interleukins, lymphokines, growth 
factors, plasma proteins, such as clotting factors and metabolic enzymes, and receptors. 
In particular, the polypeptides can be such as boost the immunogenicity of cells. These 
can be polypeptides which tumor cells lack» such as cytokins like IL-2, and GM-CSF, and 
costimulatory molecules like B7-1, tumor-associated antigens, such as MAGEl, 
tyrosinases and viral polypeptides, such as B7 [7] from human papilloma virus and 
EBNA-3 polypeptide from Epstein-Barr virus. Furthermore, the polypeptides can be 
adapter polypeptides, oligomcrization patterns of a polypeptide, polypeptide fragments of 
virus sheath polypeptides, hormones and ribozymes. Examples of nucleic acids arc those 
which code for the above polypeptides. Moreover, they can be antisense-oligonucleotides 
(especially for inhibiting of MYC N in the treatment of neuroblastoma tumors), peptide 
nucleic acids and consensus sequences for transcription factors. Examples of chemical 
compounds are pharmaceuticals not having any polypeptide structure. Such can be 
cytostatics, anesthetics, antihistamines, antibiotics, photoactive substances, radioactive 
substances, fluorescent substances or substances for fluorine nuclear spin spectroscopy. 
Examples of chemotherapy agents are virostatics, antiprotozoa agents, cytostatics and 
antibiotics. Representatives of this group are doxorubicin, daunorubicin, tetracyclines, 
antimetabolites like methotrexate, and derivatives thereof. Examples of photoactive 
substances are porphyrins, such as o-, m- and/or p-tetracarboxyphenylporphyrin (TCPP), 
chlorins and bactcriochlorins. One example of radioactive substances is tyrosine labeled 
with radioactive iodine. Examples of fluorescing substances are fluorescent dyes, like 
fluorescein, aminofluorcscein (AFT), and derivatives and analogues thereof Examples of 
substances for fluorine nuclear spin spectroscopy are polyfluorocarboxylic acids like 
trifluoracetic acid. 

One or more of the above active principles can be present in the conjugate according 
to the invention. If several are present, they can be the same or different from each other. 

In a preferred embodiment, the heavy chain of a toxin of the Clostridium genus is 
connected to the active principle by a linker. The conjugation with the heavy chain can 
basically be achieved in two ways: 
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a) The active principle being connected is modified with an amino reactive, 
bispecific cross linker and thereby activated. This modified molecule then reacts 
via an activated disulfide bridge, part of the linker, with the free SH group of the 
heavy chain and forms a covalent disulfide bridge. Cross linkers suitable for this 
are SPDP, LC-SPDP or sulfo-LC-SPDP, SMPT or sulfo-LC-SMPT, SMCC or 
sulfo-SMCC, MBS or sulfo-MBS, SIAB or sulfo-SIAB, SMPB or sulfo-SMPB, 
GMBS or suIfo-GMBS, SIAX or SIAXX, SIAC or SIACC, NPIA (aU of them 
from the Pierce Co., Rockford, USA). 

b) The heavy chain is activated by a cross linker, which then provides a bonding 
to an active principle. For example, the heavy chain can be reacted with NHS- 
SS-biotin, then binding via biotin to avidin or streptavidin. Other linkers 
suitable for this are D-biotin or biocytin; NHS-biotin or sulfo-NHS-biotin, 
NHS-LC-biotin or sulfo-NHS-LC-biotin; NHS-iminobiotin; sulfo-NHS-SS- 
biotin; biotin-BMCC; biotin-HPDP; iodoacetyl-LC-biotin; biotin-hydrazide or 
biotin-LC-hydrazine, biocytin-hydrazide, 5-(biotinamido)-pentylamine (all of 
them from the Pierce Co., Rockford, USA). Other linkers familiar to the 
practitioner can likewise be used. The linker can be present at the N-terminus, at 
the C-terminus, at primary amino groups or SH groups, and it is also possible to 
modify amino acids situated in the middle of the molecule. By adjusting the pH 
value during the reaction, the reaction can be steered so that modification at the 
N-terminus is preferred. But lysine residues are also reactive, especially at high 
pH value. Especially when it is desired to bind a protein, peptide or ribozyme as 
active principle it has proven advantageous to provide the coupling to the heavy 
chain of the Clostriditun toxin by means of a chemical cross linker. The 
procedure, for example, is as follows. The heavy chain of a toxin, preferably 
tetanus toxin (Clostridium tetani), is separated from the light chain by means of 
isoelectric focusing (Weiler et al., Eur. J. Biochem. 182, p. 649-656 (1989)), 
this being present in a urea-containing solution (such as 2 M urea, 50 mM 
DTT). In order to restore the natural conformation, this solution is dialyzed 
against a physiological buffer. This produces a spontaneous formation of the 
native disulfide bridge at the C-terminal part, and the cysteine group, which 
normally forms the bond to the light chain, is exposed at the N-terminus of the 
heavy chain. In order to accomplish the desired disulfide bonding there, a 
bispecific cross linker like sulfo-LC-SPDP (Pierce Co., USA) can be used. In 
principle, the reaction occurs such that the substance being coupled is first 
reacted with the NHS group of the linker via a primary amino group and 
produces a stable amide bond. In the second step, the resulting construct is 
reacted with the heavy chain of the toxin. The result is a disulfide exchange 
between the linker and the SH group of the heavy chain of the toxin. This 
produces a stable disulfide bridge, which binds the substance being connected to 
the heavy chain of the toxin. 

In another preferred embodiment, the heavy chain of a toxin of the Clostridium genus 
is present in the form of a fusion polypeptide. The term "heavy chain of a toxin of the 
Clostridium genus" therefore also comprises a fusion polypeptide or protein in which the 
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heavy chain of the toxin is prepared by recombinant techniques as a continuous 
polypeptide or protein with another polypeptide or protein. This other peptide or protein 
should confer on the heavy chain of the toxin binding properties for the above substances, 
with the binding (e.g., in the case of nucleic acids) occurring via ionic interactions. These 
peptides or proteins which confer binding properties on the toxin are, in particular, basic 
proteins like the HMG (High Mobility Group)- 1 protein^ histone proteins, protamine, 
spermidine or polypeptides with special DNA binding patterns, such as helix-tum-helix, 
zinc-finger or leucine-zipper. 

Another possibility, especially for attaching nucleic acids to the heavy chain, is the 
coupling of an oligonucleotide (e.g., via cross linker), this oligonucleotide being able to 
form, with special nucleic acid sequences, such as on a plasmid, a so-called triple helix. 
This binds the nucleic acids via hydrogen bridges to the oligonucleotide on the heavy 
chain. The advantage is that this binding under physiological conditions is more stable 
than ionic interactions. 

The providing of cell permeability to active principles can be proven by customary 
techniques. One can incubate cells with the toxin-connecting substances and demonstrate 
the penetration or presence of the heavy chain of a Clostridium toxin and/or the 
substances in die cells. This can be done, for example, by specific antibodies (e.g., the 
immunofluorescence method) or reagents which react directly or indirectly with the 
heavy chain of a Clostridium toxin or the substances. 

The heavy chain of the Clostridium toxin must be separated from the light chain 
before its conjugation to the therapeutic or diagnostic active principles. Preparation of the 
heavy chain is preferably done by recombinant techniques, but can also be done by other 
ways familiar to the practitioner. 

One way offered by the use of the heavy chain is to mimic the native composition of 
the toxin as closely as possible in order to form a construct which possesses all the 
functions of the toxin protein with the exception of the toxic properties. For this, the light 
chain of the toxin is preferably replaced by other proteins or substances that are bound to 
the heavy chain by a disulfide bridge, as in the native toxin. 

Nucleic acids, such as anti-sense oligonucleotides, are preferably coupled to a fusion 
protein of the heavy chain of a Clostridium toxin. This is described at length [in] one of 
the following examples. Such constructs are best suited for gene therapy purposes, e.g., 
for treatment of neuroblastoma tumors, when the anti-sense oligonucleotide inhibits, for 
example, the expression of MYC N. 

Another object of the present invention is a kit. Such a kit contains one or more of the 
following components: 

(a) the heavy chain of a toxin of the ClosUidium genus 

(b) customary adjuvants, like carriers, buffers, solvents, controls, etc. 

One or more of the individual components may be present. As regards the individual 
tenns, refer to the above remarks. 

The present invention makes it possible to confer cell permeability for neuronal cells 
on substances of any given kind and origin. The cells can also be present ex vivo or in 
vivo. Furthermore, the cell permeability does not elicit any toxic effects. 



T2fl 600 *0N 



00/0S/0T 



Thus, the present invention is best suited for diagnosis and therapy. The latter 
includes manipulating the expression of genes and metabolic processes. The present 
invention is especially suited to the diagnosis and therapy of the most severe diseases, 
such as tumors. The present invention is distinguished most particularly in that it can be 
used for both conservative and gene therapy treatment programs. 

The invention will be described hereafter by means of the figures. 

Figure 1 . Uptake of conjugates into neuroblastoma cells 
Al Dapi nuclear staining of HDN-16 cells of figure A2 

A2 avidin signals from HDN-16 cells that have been incubated with a conjugate of the 

heavy chain of tetanus toxin and avidin. The avidin detection was done by a FTTC- 

labeled secondary antibody, which recognizes a specific avidin antibody. 

B 1 propidium iodide nuclear staining of the Kelly cells of figure B2. 

32 FYTC signal of oligonucleotides that were incubated with a conjugate of the heavy 

chjun of tetanus toxin, avidin and biotinylated oligonucleotides (FTTC-labeled) 

Figure 2. Demonstration of the uptake of the full length fusion protein consisting of 
the shortened HMG-1 protein and the heavy chain of tetanus toxin into the neuroblastoma 
cell line IMR-32 

Al Dapi nuclear staining of the cells of figure B 

B detection of the fusion protein via a polyclonal antibody against the C-fragment of the 
heavy chain of tetanus toxin and a CY-2 labeled secondary antibody. 

The invention will now be described by means of the examples. The techniques are 
based on Sambrook, J., Fritsch, E. F. and Maniatis, T., Molecular Cloning: A Laboratory 
Manual, Cold Spring Harbor, and Current Protocols in Molecular Biology, John Wiley 
and Sons, 1994-1998. 

Example 

Isolation and cloning of the gene of the heavy chain of tetanus toxin from Clostridium 

tetani 

The starting material was a lyophilized bacterial sediment of Clostridium tetani 
(Massachusetts strain), which was ordered from the ATCC under the number ATCC 
10709. After the DNA extraction, the goal was to amplify the approximately 2.5 kb gene 
of the heavy chain without mutations by means of Pfu-polymcrase and subsequent 
primers which introduced the restriction sites for the cloning. The following parameters 
were selected for this: large quantity of starting DNA (0.5 \ig), large quantity of 
polymerase (10 U), long extension times for the "proof-reading" function of the 
polymerase (7 min. for the 2.5 kb gene), small number of cycles (5 cycles at 54°C, since 
the restriction sites are not complementary in the first cycles, then 15 cycles at 60°C); 
PCR batch: 0.5 pgDNA 
25 ^mol cloning primer 1 
25 ^imol cloning primer 2 
5 Ml 10 X Pfu buffer (200 mM Tris-HQ, pH 8.8 
20 mM MgS04 
lOOmMKCl 
100 mM (NH4)2S04 
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expression plasmid pTYBl. The vector was digested with Ndel and Xhol and the adapter 
I + n was ligated. 

Adl 5'-TATQCACCATCACCATCACCATC-3' 
AdH 3'>ACQTGGTAGTfiGTAQTRqT^fl^r^r;T.>;- 



The cloning was verified by sequencing. The construct was called pTYBl-Ad-I + n. 

The plasmid pTYBl-Ad-I + n was digested with Sapl, the overhanging bases were 
filled out with the Klenow fragment, and the vector was again digested with Xhol. 

Starting with the plasmid pCYB4-Ad-A + B-HCH with the complete gene of the 
heavy chain, a PGR was carried out for the cloning with the Pfu polymerase. In this way, 
the gene for the heavy chain was amplified, having a Xhol cutting site at the 5'-cnd, and 
at the 3'-end the codon for aspartate (last amino acid wt heavy chain) had been exchanged 
with the codon for serine. This amino acid exchange became necessary because aspartate 
had produced a total in vivo cleavage of the HCH-intein-fusion protein (Manual 
IMPACT system). The PGR product, after Xhol digestion, was sticky^lunt ligated into 
the prepared vector pTYB 1-Ad-I + E With this strategy, the gene for the heavy chain 
was cloned directly in front of the first amino acid of the intein without an additional 
amino acid at the C-teitninus. 

The construct was called pTYB 1-HCH. 

1" Primer 

XhoHGH.FOR TATATAdCflASTCATTAACAGATTTAGGAO- 
GAGAATT 

2"** Primer 

BluntHGH-A.REV QCTATTTGTCCATCCTTCATCTGTAGGTA- 
CAAAGTA 

PGR Parameters 

5 min, 95°C 

25 cycles 1 min. 95°C 

1 min. 55 °C 

7.5 min. 72°C 

10min.72°C.then4°G 
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1% Triton 
1 mg/ml BSA) 
lOnldNTPmix 
10 U Pfu polymerase 
ad 50 ^il H2O 

Cloning primer 1: HCH.FOR 

GCATATfi££aSfiATTTAQGAQOAGAATTTATGTATAAA 
Ncol 

Cloning primer 2: HCH.REV 

TATATACCCSSJfiATCATTTQTCCATCCTTCATCTQT 
Smal 

Under the above-mentioned PCR conditions it was possible to form the anticipated 
2.5 kb fragment without byproducts. After a preparative agarose gel electrophoresis with 
subsequent gel extraction, the DNA fragment was cut with Ncol and Smal and cloned in 
the expression vector pCYB4 (IMPACT-System, New England Biolabs, Beverly, USA), 
prepared according to the manufacturer's instructions. The resulting vector was named 
pCYB4-HCH. The cloning was verified by sequencing. 

Due to the cloning technique employed, the recombinant protein also had at the C- 
terminus the amino acids glycine and proline before the intein cleavage site. The amdno- 
tenninus was three amino acids shorter than the wild type protein. Thus, the first amino 
acid of the recombinant protein after the formyl-methionine was an aspartate. This amino 
acid can cause a destabilization of the protein in eukaryotic cells by inducing a rapid 
breakdown, hi order to ensure that the recombinant heavy chain is stable after uptake by 
human cells, the amino-terminus was completed. For this, an oligoadapter was introduced 
into pCYB4-HCH via a Ncol and BseRI intersection, coding for the three missing amino- 
terminal amino acids. Thus, the first amino acid now consisted of a serine, which is 
stabilizing for the protein. The cloning was verified by sequencing. 

AD-A S'-CATGTCATTAACAGATTTAOGAOGAQAATTATGTAT-S- 

AD-B 3.AGTAATTGTCTAAATCCTCCTCTTAATACA-5' 

new: Ser Leu Thr 

old: Asp Leu... 

The new construct was called pCYB4-AD-A + B-HCH. 

Another expression system used was the IMPACT T7 system (New England Biolabs, 
Bcveriy. USA). Unlike the original system, this uses the T7 -polymerase for the 
transcription of the expression plasmid. Since this system as well requires an additional 
purification via an N-terminal Odstag [?], a corresponding adapter was cloned in the 
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Principle of the IMPACT System 



Example 2: Expression and purification of the heavy chain of tetanus toxin in E. coli 

From an E, coli K12 bacterial culture of type pTYBl-HCH, a 200 ml LB- Amp 
overnight culture was started. This was added the next day to 800 ml LB-Amp and 
shaken at 37°C until an ODeoo of 1.0 to 1.5 resulted. From these bacteria, 50 ml were 
taken and sedimented as an uninduced sample. To die remaining batch, IPTG was added 
with a final concentration of 1 mM and the bacteria were shaken at room temperature for 
4-5 hours. After the induction time, the bacteria were sedimented and could be kept at 
^O^'C. All subsequent steps were carried out on ice or in the cold room. 

The sediments, which corresponded to a bacterial suspension of around 250 ml, were 
resuspended with 6.25 ml lysis buffer (20 mM HEPES, pH 8.0 or 2 M urea 500 uM 
EDTA 0.1% Triton X-100). In order to prevent proteolytic breakdown. COMPLETE 
proteinase inhibitor (Boehringer Co. Mannheim) was added according to the 
manufacturer's instructions. The cells were broken open by ultrasound (Branson Sonifier 
250; 5x1 min. 20% power, with 30 sec. pause each time). After the following 
centrifugation for 30 min, at 12,000 g, the supernatant was transferred to a chitin column 
equilibrated with lysis buffer. The flow-through was captured and placed through the 
column once again. The first washing step with 4 times the column volume was done 
with the lysis buffer. Next came a washing step with washing buffer 1 (20 mM HEPES, 
pH 8.0; 500 mM NaCl; 0.1 mM EDTA; 0.1% Triton X-100) (8 times the colunm volume) 
and washing buffer 2 (50 mM BICINE, pH 8.5; 150 mM NaCl; 1 mM EDTA) (4 times 
the column volume). In order to induce protein cleavage, 3 colunm volumes of cleavage 
buffer (50 mM BICINE, pH 8.5; 150 mM NaCl; 1 mM EDTA, 30 mM B- 
mercaptoethanol) were put through the colunm and it was then closed over night. Elution 
was done with washing buffer 2 and the protein concentration was determined by means 
of the BioRad Detection System. 

After the above-described C-terminal purification [,] the recombinant protein 
[contained?] eluted products of heterogeneous size; therefore, as a further purification 
step, the full length protein, having 6 histidines at the N-terminus, needed to be 
homogeneously isolated with a Ni-agarose affinity matrix. 

The Ni-agarose suspension was equilibrated with washing buffer 2 (4 M urea, 100 
mM NaH2P04, 10 mM Tris-HCl, pH 6.3). The protein solution was adjusted to a urea 
concentration of 4 M by adding the identical volume of washing buffer 1 (8 M urea, 100 
mM NaH2P04, 10 mM Tris-HCl, pH 6.3). After adding the Ni-beads, the suspension was 
incubated in a reaction vessel on a roller mixer at 4°C for 30-60 minutes. Next, the 
mixture was poured into an empty column, holding back the beads with a frit. Unbound 
proteins were removed with 10 times the column bed volume of washing buffer 2. Before 
the elution, the urea was removed with washing buffer 3 (50 mM NaH2P04, pH 8.0, 150 
mM NaCl) and the pH was adjusted to 8.0. The bound proteins were freed up by the 
elution buffer and captured. 
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Example 3: Expression and purification of a fusion protein consisting of the HMG-1 gene 
and the gene for the heavy chain of tetanus toxin 

Another goal was to combine the gene of the heavy chain of tetanus toxin with 
another gene in order to obtain a fusion protein with new properties. The functions of the 
heavy chain, which include the binding specific to the cell type, the uptake and the 
release of the toxin, is to be supplemented with a DNA binding domain. For this purpose, 
the human chromatin protein HMG-1 was cloned. 

The designation HMG stands for High Mobility Group and refers to how the protein 
moves during polyacrylaniide gel electrophoresis. The proteins belong to the non-histone 
part of chromatin and are divided into three families: 1. HMG-1/2; 2. HMG-14/17; 3. 
HMG-I(Y). HMG-1/2 proteins are expressed in all cells, although their exact function is 
not known. The molecular weight is around 25 kDa. As with the histones, they are 
proteins with strongly conserved sequence. Thus, the homology between HMG-T of the 
trout and human HMG-1 is still 70%. The HMG-1 protein is characterized by the two so- 
called HMG boxes A and B, which are homologous to other HMG proteins. These boxes 
lie in the N-terminal region, they have a net charge of +20 and produce a nonspecific 
DNA binding. The binding comprises around 14 bp, and the DNA is bent. In contrast to 
the HMG boxes, the C-terminus is negatively charged, so that the overall charge is -5. 

Thanks to databank search, an IMAGE clone was identified that contains the desired 
gene. The clone p998BO91570 (clone ID 645032) was delivered by the Resource Center 
of Berlin (MPI fiir Molekulare Genetik). 

Making use of sequence-specific primers having a Ncol or Smal cutting site at the 5'- 
end, the gene was amplified with Pfu polymerase. 

Batch: see Example 1 

Cloning primer 1: HMG-1. FOR 

GCATATgCAiaflOCAAAGOAQATCCTAAaAA 
Ncot 



Cloning primer 2: HMG-la.REV 

TATATA GGGCCCT TCATCATCATCATCTTCTTC 
Smal 

PCR parameters 5 min. 95°C 

5 cycles 1 min. 95**C 

1 rain. 56'C 

7 min. 72°C 

15 cycles 1 min. 95°C 

1 min, 62*»C 

7 min. 72*'C 

10 min. 72^ then 4*'C 
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The plasmid pCYB4-HCH (see Example 1) was digested with Ncoi and BseRI and 
the adapter Ad X + Y was inserted. This adapter made it possible to ligate the HMG-1 
PCR fragment digested with Ncol and Smal in frame before the gene of the heavy chain 
via Ncol and SnaBl (bluntly, like Smal), Likewise, the 5 '-end of the heavy chain was 
complemented by the adapter and a peptide linker was introduced between the two 
proteins. The peptide linker had the following sequence: Val-Lys-Scr-Ala-Pro-Scr-Gly. 

5*-CMGfiGCQGCCQCTA£fiaMAQAGCGCTCCCTCGQQGTCATTA 
TTTAGGAGGAGAATTATGTAT-y 

Ad-Y 

3 CCGCCGGCGATGCATTTCTCQCQAGGGAGCCCCAG- 
TAATTGTCTAAATCCTCCTCTTAATACA-B' / v 

All clonings were verified by sequencing. The vector with the inserted adapter was 
named pCYB4-Ad-X + Y-HCH and the vector with the inserted HMG-1 gene was named 
pCYB4-HMG-l-HCH. Since the HMG-1 PCR fragment prior to the ligation was also 
digested with Smal and bluntly ligated to the adapter, the HMG-1 protein also had the 
amino acid glycine (codon: GGG) at die C-terminus. Thus, the fusion protein possessed 
the following schematic sequence: ATG-wt HMG l-Gly-Val-Lys-Ser-Ala-Pro-Ser-Gly- 
wt heavy chain tetanus toxin-Gly-Pro-intein-chitin-binding protein. 

Since, besides the product with the correct size, also smaller fragments were eluted in 
all of the isolates, the expression vector had to be altered so that the recombinant proteins 
could also be purified via the N-terminus. For this, starting at the vector pCYB4-Ad-X + 
Y-HCH, an adapter was ligated in, coding for six histidines after the start codon and thus 
enabling a purification by metal affinity columns. After the His-codon there was a Xhol 
cutting site. Thus, after digestion with Xhol and SnaBl, it was possible to integrate 
additional genes into the frame. The vector was digested with Ncol and SnaBl and the 
adapter was sticky/blunt ligated with reconstitution of the SnaBl (blunt) cutting site. 

Ad-HIS-A 

5^-CATGCACCATCACCATCACCAT CTCGAG GQTQGATACr3' 

Ad-HIS-B 

3-.fiTGGTAGTGGTAGTG6TAQA6CTCCCACCTATQ-g- 
His His His His His His Leu Glu Qly Gly Tyr 

The cloning was verified by sequencing. This construct was called pCYB4-HIS- 
HCH. A purification of the recombinant heavy chain through the His-tag was also 
possible with this plasmid. This protein had, in addition to the wild type sequence, 18 
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amino acids at the N-terminus (6 x His-Leu-Glu-Gly-Gly-Tyr-Val-Lys-Scr-Ala-Pro-Ser- 
Gly). 

In order to construct HMG- 1 /heavy chain fusion proteins capable of additional 
purification via an amino-terniinal His-tag, the HMG-1 gene was amplified with 
sequence-specific primers, introducing at the 5'-end a Xhol cutting site. The primers at 
the 3'-end of the gene were completely complementary, so that it was possible to perform 
a sticky/blunt ligation. As a further variation, a fragment of the HMG-1 gene shortened at 
the 3'-cnd was cloned, containing only the DNA-binding domains (HMG box A + B). 
The PGR was carried out with Pfu polymerase and the clone pCYB4-HMG-l-HCH as 
matrix. 

Primer for the complete HMG-1 gene 

XhoHMG-l.FOR 

GCATACICaAfiGGGAAAQQAGATCCTAA. 
GAAGCC 

XhoHMG-l.REV 
TTCATCATCATCATCTTCTTCTTCATCTTCAT 

Primer for shortened HMG-1 gene 

XhoHMG-l-FOR 

GCATATCIEQAfiGGQAAAGGAQATCCTAA- 
GAAGCC 

DeltaHMG-l.REV 
AGCTCGATATGCAGCTATATCCTTTTC 

PGR parameters 
5 min. 95*»C 
25 cycles 1 min. 95*'C 
1 min. 55**C 
1.5 min. 72"C 
10 min. 72\ then 4°C 

The plasmid pCYB4-HIS-HCH was digested with Xhol and SnaBl and the PGR 
fragment was ligated in after the Xhol digestion. The constructs were termed pC YB4- 
His-HMG-l-HCH and pCYB4-His-AHMG-l-HCH, respectively. The clonings were 
verified by sequencing. 
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The preparation of the fusion protein was done with pCYB4-His-HMG-l-HCH and 
pCYB4-His-AHMG-l-HCH, similar to example 2, recombinantly in E. coli. 

Example 4: Uptake of protein conjugates in neuroblastoma cells 

The bispecific cross linker sulfo-LC-SPDP (Pierce Co., Rockford, USA) possesses an 
amino and a SH-reactive group. 

The protein neutrAvidin (Pierce Co., USA) was present in a concentration of 5 mg/ml 
in 50 mM BICINE (Sigma Co.), pH 8.5; 80 mM NaCl. Unlike the wild type, this was a 
protein without sugar side chains and, thus, it had a neutral pi value. This prevents the 
nonspecific interactions, such as with cells, which occur in the basic wild type protein. 
The cross linker was dissolved in a concentration of 15 mM DMSO (kept at -80X). 2.5 
mg of avidin were reacted with a triple molar surplus of cross linker for two hours at 
room temperature. The reaction was halted by adding tris buffer pH 8.0. The reaction 
batch was transferred by a gel filtration through a G-25 desalination column (FPLC) in 50 
mM MOPS pH 7.4; 80 mM NaCl, thereby removing the excess cross linker. According to 
the manufacturer's instructions, the protein concentration of the column fractions was 
determined with the Bio-Rad Protein Assay Kit I (Bio-Rad, Munich) and then the number 
of coupled linkers per molecule was determined photometrically by standard mediods 
through reduction of a portion of the modified protein. The number found was 1.9 linkers 
per avidin molecule. 

The two proteins were at first coupled in order to detect the incorporation of avidin in 
neuroblastoma cells through the heavy chain. For this, 1 nmol (= 60 |ig) of the modified 
avidin was incubated with 192 pmol (= 19.2 ^g) of the heavy chain of tetanus toxin in 50 
mM MOPS buffer. pH 7.4 and 80 mM NaCl at 4°C for 3 days. The reaction batch was 
broken up in a Superdex-200 gel filtration column, equilibrated with 50 mM CHES pH 
9.5 and 1 .5 M NaCl. 100 fil samples from the first peak fractions were used for 
immunofluorescence experiments. 

For this experiment, the neuroblastoma cell line HDN-16 was prepared. On the day 
prior to the experiment, the cells were planted on uncoatcd slide cover glasses (diameter 
1 cm) and coated with 4 ml of medium each in 6-aperture vessels (each aperture 3.5 cm 
in diameter). Before the start of the experiment, the cells were washed with medium in 
order to remove dead cells. Next, the cells were placed in 1 ml RPMI-mcdium (+ 10% 
PCS) in elution fractions of 100 pi each and hicubated motionless for 5 h. All of the 
immunofluorescence steps were canied out at room temperature. At the end of the 
incubation time, the cells were washed with abundant medium and then directly fixed. 

Both the primary (anti-avidin, rabbit, 2 ng/ml; Rockland, Gilbertsville, USA) and 
secondary antibodies (goat-anti-rabbit-CY-2; 3,3 (ig/ml; Rockland, Gilbertsville, USA) 
were prepared with the dilution solution (PBS, 0.1% BSA). 

The volume was 50 \iL This solution was placed in a 6-aperture vessel and the cover 
glasses were placed with the cell side on it. The incubation time was at least 30 min., 
after which the cells were washed with plenty of PBS. 

To stain the cell nucleus, the cells were incubated for 10 min. with a Dapi solution (5 
ng^ml in 2 X SSC) and then washed with PBS. 

On a slide, 15^1 of the mounting medium was placed (2.4 g mowiol in 6 mg glycerin, 
1 h stirring. + 6 ml H2O, 2 h stirring + 12 ml 0.2 M Tris-HCl, pH 8,5, 50°C with 
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occasional stirring, centrifugation: 5000 g for 15 min., addition of 23 mg/ml DABCO; 
keeping of 1 ml fractions at -20°C) and the cover glasses were slowly placed on it with 
the cell side to avoid air bubbles. The slides were kept overnight in the dark and in 
horizontal position, in order for the polymerization to be completed. The solidified 
mounting medium preserves the preparation and the Dabco is supposed to prevent fading 
of the stain during fluorescent microscopy. It was possible to keep the specimens for 
several weeks at 4°C. 

The specimens were evaluated with a Zeiss Axiophot Epifluorcscent Microscope. The 
photographs were taken with a CCD camera CH250 from the Photometries Company 
(Munich) and documented with the image processing software IPLab-Spectrum 10 (Ver. 
3.0). 

The distinct avidin signals can be seen in figure 1. Control batches with a) avidin, b) 
the heavy chain and c) a batch with unmodified avidin and the heavy chain in the 
concentration of the elution fraction, produced no signals (data not shown). 

This experiment furnished evidence that it is possible to transport other proteins into 
neuroblastoma cells with the heavy chain of tetanus toxin. 

Example 5: Binding of biotin-oligonucleotides to the heavy chain-avidin conjugate 

In other batches, the heavy chain was to be coupled to the modified avidin so as to 
bind DNA oligonucleotides (a 15-mer with random sequence, MWG Biotech Co., 
Munich) to these conjugates. For this, 1 nmol (= 100 ^g) of the heavy chain of tetanus 
toxin was shaken with 500 pmol (= 30 jig) of the modified avidin (neutrAvidin, Pierce 
Co., Rockford, USA) in 50 mM Hepes pH 8.5 and 150 mM NaCl for 6 h at room 
temperature. After this, 50 fimol of a 15-mer DNA ohgonuclcotide was added and the 
batch was incubated motionless overnight at 4°C. The oligonucleotides had a biotin 
group at their 3'-end, enabling a binding to avidin. At the 5'-cnd, the oligonucleotides 
were modified with a FTTC group, in order to demonstrate any uptake into cells. The 
modifications of the oligonucleotides were introduced by the manufacturer during the 
synthesis (MWG Biotech Co., Munich). 

Although avidin was present in a tenfold molar excess in the batches and there were 
theoretically four biotin binding sites for each avidin, any free oligonucleotides still 
present were to be removed from the batches in order to minimize experimental artifacts. 
For this, the batches were either incubated with magnetic beads, coupled to streptavidin, 
or separated on a NickSpin Column (Pharmacia). In the first case, the streptavidin beads 
were equilibrated with 50 mM Hepes pH 7.4; 150 mM NaCl, the batches were added and 
shaken for 15 min. After the magnetic separation of the beads, the batch was removed. 
The NickSpin columns, which had a Sephadex G-50 matrix, were equilibrated with the 
same buffer and the batches were separated according to the manufacturer's instructions. 
Both specimens were used during the immunofluorescence experiments (similar to 
Example 4), yet revealed no significant difference in the signal pattern (cf. Figure 1.) 

EXAMPLE 6: Uptake of the HisAMG-l-HCH fusion protein into neuroblastoma cells 

The homogeneously isolated fusion protein consisting of a shortened HMG-1 protein 
and the heavy chain of tetanus toxin was incubated with the neuroblastoma cell line IMR- 
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32, in order to test for the uptake of the protein by immunofluorescent assay. After four 
hours incubation of around 0.5 |ig of the fusion protein in 1.5 ml of RPMI medium (+ 
10% FCS), the cells were washed with plenty of medium, fixed, and the fusion protein 
was detected by means of antibodies against the C-fragment of the tetanus toxin (1:100- 
1:300; Charles River Co., Southbridge, USA) and a CY-2 labeled secondary antibody 
(goat-anti-rabbit-CY-2, Rockland Co., Gilbertsville, USA). Figure 2 shows the outcome 
of the experiment. Very strong signals are noticed in nearly all cells. 



Patent Claims 

1. Conjugate for introduction of active substances into neuronal cells, wherein the 
conjugate comprises the heavy chain of a toxin of the genus Clostridium and at least one 
active substance, while the light chain of the toxin is absent. 

2. Conjugate per Claim 1, wherein the toxin of genus Clostridium is tetanus toxin or 
botulinus toxin. 

3. Conjugate per Claim 1 or 2, wherein the active substance is selected from among 
(poly)peptides, proteins, nucleic acids or chemical compounds. 

4. Conjugate according to one of Claims 1 to 3, wherein the active substance and the 
heavy chain of the toxin are joined together by a linker. 

5. Conjugate per Claim 4, wherein the linker is NHS-SS-biotin, NHS-iminobiotin or 
sulfo-LC-SPDP. 

6. Conjugate according to one of Claims 1 to 5, wherein the heavy chain of the toxin is 
present as a fusion protein. 

7. Conjugate per Claim 6. wherein the fusion component is a basic protein, preferably 
human HMG-1 protein. 

8. Method for the preparation of a conjugate according to one of Claims 1-7, wherein the 
active substance, the heavy chain of a toxin of the genus Clostridium, and possibly a 
linker arc reacted together. 

9. Kit comprising one or more of the following components: 

(a) the heavy chain of a toxin of genus Clostridium; 

(b) conventional adjuvants like carriers, buffers, solvents, controls, etc. 

10. Use of the conjugate according to one of Claims 1-7 for accumulation in neuronal 
cells. 

11. Use of the conjugate per Claim 10 for treatment and/or therapy of neuronal diseases. 

12. Use of the conjugate per Claim 10 or 1 1 for gene therapy treatment of neuroblastoma 
tumors. 

[plus 2 pages of figures] 
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Figure 1 



Uptake of conjugates in neuroblastoma cells. Al: Dapi nuclear staining of HDN-16 
cells of figure A2. A2: Avidin signals of HDN-16 cells that were incubated with a 
conjugate consisting of the heavy chain of tetanus toxin and avidin. Avidin was detected 
by a nrC-labelcd secondary antibody recognizing a specific avidin antibody. Bl: 
Propidium iodide nuclear staining of the Kelly cells of figure B2. B2: FTTC signal of 
oligonucleotides for Kelly cells that were incubated with a conjugate consisting of the 
heaA^ chain of tetanus toxin, avidin, and biotinylated oligonucleotides (FTTC labeled). 
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Figure 2 



Etemonstration of the uptake of the full length fusion protein consisting of the 
shortened HMG-l protein and the heavy chain of tetanus toxin into the neuroblastoma 
cell line IMR-32. 

A: Dapi nuclear staining of the cells of figure B, 

B: Demonstration of the fusion protein by a polyclonal antibody against the C-fragment 
of the heavy chain of tetanus toxin and a CY-2 labeled secondary antibody. 
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